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【緒言】 

膵管腺癌、いわゆる膵癌は膵管上皮に由来する悪性腫瘍である。2016 年米国では新規患

者 53,070 人に対して死亡 41,780 人と推定され、2030 年には癌死亡の第 2位をしめると予

想されるなど、消化器癌の中でも最も予後不良な疾患の一つである 1, 2。根治を望める唯一

の治療法は手術による切除であるが、手術手技・診断法など各種技術の目覚ましい進歩にも

かかわらず切除率は 40%前後に留まり、満足のいく治療成績が得られているとは言い難い 3, 4。 

しかし、現在化学療法を中心とする集学的治療法が大きく発展しつつあり、膵癌の予後も

改善の兆しがみられている。l990 年代の切除不能症例に対する GEM (gemcitabine) 投与の

確立を皮切りに 5、S-1®(テガフール、ギメラシル、オテラシルカリウム合剤) の有効性が証

明され 6, 7、近年では FOLFILINOX(イリノテカン、オキサリプラチン、レボホリナートカル

シウム併用療法)やGEM+ナブパクリタキセルなど多剤併用レジメンの開発などにより化学療

法の選択肢は広がり 8, 9、また 2000 年代以降術後補助化学療法の有用性が確立される 7, 10, 11

など、治療成績向上に向けて化学療法が果たす役割は大きくなってきている。さらに、いわ

ゆる borderline、切除可能境界症例を中心として腫瘍縮小や down staging、切除の際の断

端陰性化・根治切除率の向上などによる治療成績の改善を期待した術前補助化学療法も臨床

研究が盛んに行われ 12-14、当初切除不能と診断された症例に対しても化学療法施行後に切除

可能と判断されれば外科手術を付加する conversion surgery の取り組みも一部で行われる
15など、膵癌に対する化学療法後の外科切除は年々増加している。 

手術に先行する化学療法が普及するなかで、その有効性に関するデータの集積も増加して

いるが 12-14、治療選択における課題もある。まず、術前治療において一定数の化学療法不応

群が存在し、逆に病勢の進行により切除時期を逸する症例が存在する可能性があげられ、化

学療法施行前・施行中に効果予測を可能とする因子の同定が求められている。また、化学療

法が奏功し切除に至った症例群に関しても、得られた検体の病理学的診断の評価はいまだ確

立されていない。すなわち、膵癌切除症例における進行度評価や予後予測には切除検体の組

織学的な検索が唯一の手段であるが、化学療法後の切除検体では腫瘍細胞の変性・崩壊、組

織球浸潤、線維間質の拡大や時に粘液湖の形成など様々な修飾が加わっており、組織学的な

解釈が難しく、結果として、その後どのように経過観察すべきか、またどのような治療を継

続していくべきかに関する明確な指針は定まっていないのが現実である。 

 これまで膵癌における化学療法後の病理学的な効果判定は、大星・下里分類(食道癌化学

療法後効果判定)16をもとに 1989 年の Ishikawa らが初めて報告して以来 17、複数の評価方法

が提案されている。現在最も頻用されているのは Evans 分類であるが 18、それらの判定基準

はいずれも主に腫瘍細胞の変性所見に基づいており、腫瘍細胞密度が低いことが多い膵癌で

は正確性をもった評価がなされてきたとは言い難い。そのような中、2016 年に改訂された

膵癌取扱い規約の第 7版では、初めて治療効果判定基準に関する記載がなされた。Evans 分

類を踏襲した細胞変性所見を中心としつつ、線維間質増生などの所見も評価対象に加えるこ
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とが記載された 19。過去の報告でも線維間質の増生領域をもとの腫瘍浸潤範囲とみなし残存

腫瘍細胞の占める割合を評価方法も提案されてきたが 20、しばしば随伴性膵炎による病変以

上の線維化を伴う膵癌では、治療効果を過大に見積もる可能性があるため注意が必要である。

その結果、過去の報告では pathological CR (complete response: 完全寛解) などの限ら

れた著効例を除き、既存の効果判定は必ずしも的確に患者予後を反映できていなかった 21, 22。 

治療後膵癌検体の検索において、より臨床経過・予後を反映した評価を行うには間質の機

能に着目する必要があると考え、本研究では膵癌間質の免疫組織化学的研究を計画した。治

療後膵癌に豊富に認められる線維間質を定性的に判定することができるようになれば、腫瘍

随伴性線維化、膵炎に伴う線維化、治療瘢痕としての線維化を見分け、腫瘍消退範囲を正確

に評価できる可能性があると考えたからである。 

癌腫瘤は腫瘍細胞と周囲の間質から構成されるが、間質領域には線維芽細胞、炎症細胞、

血管構成細胞など、多くの非腫瘍細胞と細胞外器質が含まれている。これら腫瘍細胞および

各種間質細胞による腫瘍微小環境 (tumor micro environment; TME) が癌の進展に関連する

ことが近年明らかになりつつある。中でも腫瘍細胞近隣の線維芽細胞は間質の多くを占める

構成要素であり、非腫瘍組織中のそれとは異なる活性化状態と機能から、cancer associated 

fibroblast (CAF) と定義されている。CAF は sonic hedgehog、TGF-β、TNF-αやインター

ロイキン１、6などの複数の経路を介して活性化し 23-26、さまざまな分子マーカーを発現し

て癌細胞や他の間質構成細胞との相互作用により、腫瘍の発生・進展において必須な働きを

担っており 27-31 (Figure 1)、またいくつかの癌種においては CAF マーカーの発現そのもの

の患者予後への関連も知られている 32-34。CAF は複数の由来を持つ不均一な細胞集団であり
31、その機能・性質も必ずしも単一ではないが、瘢痕組織における線維間質とは異なる特性

を有していると思われる。 

化学療法後膵癌組織、特に著効例では一見すると均一な瘢痕線維化が広がっているように

みえるが、CAFと単純な瘢痕線維化が種々の程度にまじりあって分布していると考えられる。

CAF をターゲットとした治療の試みは一部で行われているものの 35, 36、既存の化学療法治療

後の CAF の状態に関してはこれまで十分に検討されていない。免疫組織化学染色の手法によ

る CAF の観察で新たな知見が得られる可能性があると考えた。 

CAF の免疫組織学的マーカーはα-SMA を始め多数知られているが、今回の検討では比較的

新規性のあるマーカーであるアクチン結合タンパク palladin に着目した。palladin は膵癌

CAF において特異的に発現し 37、近年膵癌細胞の浸潤促進、腫瘍増大や転移に働くことが相

次いで報告されている 38, 39。 

本研究では、化学療法未施行、施行後の膵癌切除検体に対して palladin を中心とした CAF

マーカーによる免疫組織学的発現解析、および CAF の発現と臨床病理学的因子との関連検討

を行った。その結果、palladin の発現が化学療法未施行の膵癌において独立した予後因子

となること、化学療法後には palladin の発現は減じること、化学療法後症例においても
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palladin 発現の有無が予後を反映することを証明した。膵癌間質に関連した予後因子の解

析はこれまで多く研究されておらず、今回の知見によって膵癌の予後をより多角的に評価で

きると考えられる。また、palladin の発現は化学療法後症例でも予後予測因子となり得る

ことから、今後は化学療法後の CAF 解析が新たな治療効果判定の確立につながる可能性も考

えられる。 

 

 

 

Figure 1. 間質の活性化と、腫瘍-間質細胞の相互作用 

CAF (cancer associated fibroblast) の活性化は、複数の入り組んだ経路によることが報告されて

いる。CAF は腫瘍細胞と様々な機構を介して緊密に相互作用しており、腫瘍の増大、浸潤、そして転

移につながる。文献 31より引用。  
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【略語表】 

本文中および図中で使用した略語は以下の通りである。 

α-SMA  α-smooth muscle actin 

CAF  Cancer associated fibroblast 

CAP  College of American Pathologist 

CF  Chemotherapy first 

CR  Complete response 

DFS  Disease free survival 

DSS  Disease specific survival 

EUS-FNA Endoscopic Ultrasound-Fine Needle Aspiration 

GEM  Gemcitabine 

HE  Hematoxylin and Eosin 

SF  Surgery first 

TMA  Tissue microarray 

TME  Tumor micro environment 

UICC  International Union Against Cancer 
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【方法】 

今回の研究では、膵癌における間質の解析にあたって 2つの検討を行った。第一の検討と

して術前未治療膵癌に対する免疫組織化学的解析を行い、主に間質領域を対象として CAF マ

ーカーの発現状況と CAF マーカー発現が持つ臨床病理学的な意義を分析した。その結果を踏

まえ、第二の検討として術前治療後の膵癌症例と術前未治療の膵癌症例の主として間質の組

織所見および免疫組織学的所見の比較を行い、治療による CAF マーカー発現の変化を解析し

た。第一の検討では症例数が多数となるため、免疫組織化学染色の省力化と条件の均一化の

目的で tissue microarray (TMA) の手法を採用した。第二の検討では、化学療法による組

織所見の変化と CAF マーカー発現の変化を部位毎の差異も含めて詳細に観察するため、摘出

検体の whole section を対象として行った。 

検討対象とした症例は2000年から2013年の間に北海道大学病院消化器外科Ⅱで切除が行

われた膵癌患者で、患者記録・病理レポートから後方視的に術前未治療症例および治療後の

切除症例にわけて検討した。全ての対象患者からは、文書により研究参加に関する同意を取

得した (自主臨床試験番号 013-0310)。全ての情報は患者が識別されないように匿名化して

取り扱った。 

 

1) 術前未治療膵癌患者検体 

術前未治療症例に関する検討 (第一の検討) では、167 例の膵癌切除検体を対象とした。

術後観察期間中央値は 19 ヶ月 (2-148 ヶ月) であった。各症例の組織標本に関して日本病

理学会認定病理専門医１名が hematoxylin and eosin (HE) 染色スライドを鏡検し、診断の

確認と代表的な組織領域の選定を行い、TMA 作成部位を決定した。全ての症例は UICC 

(International Union Against Cancer) TNM 分類第 7版に従って病期分類し 40、TNM 分類や

その他の臨床病理学的因子を調査した (Table 1)。 
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Table 1. 167 症例の患者背景 
 

  
n (%), Median (range) 

Gender Male 98 (58.7%) 

 
Female 69 (41.3%) 

Age, year  
 

67 (43-89)  

Tumor location Head* 98 (58.7%) 

 
Body + tail 69 (41.3%) 

Tumor size, cm 
 

3.0 (1.0-8.1) 

Histopathological grade G1+2 145 (86.9%) 

 
G3 22 (13.1%) 

Surgical margin Positive 24 (13.4%) 

 
Negative 143 (86.6%) 

pT 1+2 7 (4.2%) 

 
3+4 160 (95.8%) 

Regional lymph node metastasis Positive 117 (70.0%) 

 
Negative 50 (30.0%) 

Distant metastasis Positive 11 (6.6%) 

 
Negative 156 (93.4%) 

Pathological stage IA-IIA 47 (28.1%) 

 
IIB-IV 120 (71.9%) 

Lymphatic invasion Positive 138 (82.6%) 

 
Negative 29 (17.4%) 

Vascular invasion Positive 109 (65.3%) 

 
Negative 58 (34.7%) 

Perineural invasion Positive 147 (88.0%) 

 
Negative 20 (12.0%) 

Adjuvant chemotherapy† Positive 83 (50.0%) 

 
Negative 83 (50.0%) 

Recurrent disease Positive 125 (74.8%) 

 
Negative 42 (25.2%) 

Local recurrence Positive 29 (17.4%) 

 
Negative 138 (82.6%) 

*;膵頭部体部腫瘍 1例、†;1 例で術後化学療法の施行の有無が不明であった。 
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2) Tissue microarray (TMA) の作成 

TMA の作成にあたっては、腫瘍部 2-4 か所 (特に複数の組織型を含む場合はそれぞれの部

位)、および腫瘍外の膵組織3か所からサンプリングを行った。TMAブロックは、手動のtissue 

microarrayer (JF4; サクラファインテック日本、東京) を使用し、径 2.0mm 針で各検体の

パラフィンブロックから選択した領域を円柱状に繰り抜き (コア)、あらかじめ同サイズの

円柱状に穴をあけた別のパラフィンブロック内に整列させ作成した。TMA ブロックは、1ブ

ロックあたり 10～12 症例、コアの数は 53～61 であった。TMA パラフィンブロックは 5μm

厚に連続で薄切した。 

 

3) 免疫組織化学染色 

薄切した組織切片は、二つのキシレン槽にそれぞれ 5分間順に浸し脱パラフィンし、100%

エタノール、100%エタノール、95%エタノールの順にそれぞれ 3分間ずつ通し、最後に 80%

エタノール中でゆすぎ、再水和化したのちに水洗した。その後、pH 9.0 の溶液中で賦活化

装置 (PT Link, DAKO）を用い加熱による抗原賦活化処理を行った (装置設定、約 70 分間)。

続いて、5分間 Dako peroxidase blocking solution に浸水し、内因性ペルオキシダーゼ反

応をブロックした。最後に、Table 2 に記載した 3つの CAF マーカーの一時抗体それぞれと

60 分室温で反応させ、ポリマー法 (En vision flex system for mouse monoclonal antibody 

and rabbit polyclonal antibody ; Dako) で可視化した。免疫組織化学染色後の切片はヘ

マトキシリンで対比染色し、エタノールで脱水したのちキシレンで洗浄した。 

 

Table 2. 抗原の発現検索に用いた一次抗体 

Marker Source Clone Dilution Antigen retrieval 

palladin Novus Biological 1E6 1:100 Tris-EDTA 

α-SMA Abcam 1A4 1:200 Tris-EDTA 

podoplanin Dako D2-40 RTU Tris-EDTA 

Tris-EDTA, Tris-ethylenediaminetetraacetic acid-based solution;  

α-SMA, α-smooth muscle actin. 

 

4) 免疫組織化学染色評価法 

免疫組織化学染色を施行した TMA 切片で、各コア毎に全間質領域において、各マーカーで

染色されている面積の比率 (%) を計測した。症例毎に腫瘍部、非腫瘍部の複数のコアを個

別に評価し、腫瘍部、非腫瘍部で最も染色比率が高いコアの値を、それぞれ当該症例の腫瘍
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部、非腫瘍部のスコアとした。鏡検・面積の評価にあたっては日本病理学会認定病理専門医

1 名とともに行い、その際は臨床情報を伏せて行った。染色比率の陽性水準の設定において

は、各マーカーに関してそれぞれ最初に 0～100%まで 10%刻みで cut off 値を定め、それぞ

れの値での陽性・陰性に対して Logrank 試験を行い患者の生命予後との関連を比較した。最

終的に、palladin の評価においては、最もよく患者予後を反映した染色率 30%を cut off 値

とした。一方、α-SMA、podoplanin に関してはいずれの水準でも患者予後との関連を見出

しがたかったため、palladin に倣い 30%を cut off 値に定めた。すなわち各マーカーそれぞ

れで cut off 値として定めた 30%以上の間質領域に染色性が認められた場合に陽性と定義し

た。 

 

5) 統計解析 

免疫組織化学評価と、生存情報を含むその他の臨床病理学的因子との関連を検討した。疾

患特異的生存 (Disease specific survival; DSS) と無再発生存 (Disease free survival; 

DFS) は、それぞれ手術日から膵癌による死亡または再発確認日までの期間を計算した。2

変数間の検定はFisherの正確検定、Wilcoxon検定を適宜使用した。生存解析はKaplan-Meier

法により生存曲線を求め、Logrank 試験で比較を行った。TMA 症例の無病生存期間解析にお

いては、再発日に関する情報が欠損していた 2 症例を除外した。単変量解析で抽出された因

子に対して、Cox 比例ハザードモデルによる多変量解析を行った。統計解析の際はいずれも

p<0.05 を有意水準とし信頼区間 95%とした。統計解析には JMP 11.0 for Windows (SAS 

institute. Inc., Cary, NC, USA) を使用した。 

 

6) 化学療法未施行・施行後症例の免疫組織学的比較検討 

化学療法未施行・施行症例の whole section を用いた比較解析 (第二の検討) には、術前

未治療膵癌切除検体 (surgery first; SF 群と定義) 21 例と、術前治療後膵癌切除検体 

(chemotherapy first; CF 群と定義) 19 例の合わせて 40 例を対象とした。 

SF 群・CF 群の臨床病理学的因子を Table 3 に示す。CF 群では、Evans 分類 18、college of 

American Pathologist (CAP) 分類 (2013)41 の双方で病理組織学的な治療効果を判定した。

Evans 分類 Grade I-IIA、CAP 分類 Grade 2-3 を低治療効果、また、Evans 分類 grade IIB-IV、

CAP分類grade 0-1を高治療効果と定義した。免疫組織化学染色の手法は前項と同様に行い、

その評価においては 200 倍視野で代表的な 3視野を選択し、間質の染色比率の平均値が 30%

以上の場合を陽性とした。統計解析に関しても前項と同様に施行したが、生存解析について

は初期治療の開始時から起算し生存日数を算出した。 
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Table 3. Whole section 解析を施行した化学療法未施行・施行後症例の患者背景 

  
SF group (n=21) CF group (n=19) 

 

  

n (%), Median 

(range) 

n (%), Median 

(range) 
p-value 

Gender Male 15 (71.5%) 7 (36.8%) 0.0550 

 
Female 6 (28.5%) 12 (63.2%) 

 
Age, year 

 
66 (43-83) 65 (43-74) 0.3221 

Tumor location Head 10 (47.6%) 10 (52.6%) 1.000 

 
Body+tail 11 (52.4%) 9 (47.4%) 

 
Surgical margin Positive 0 1 (5.3%) 0.4750 

 
Negative 21 (100%) 18 (94.7%) 

 
pT 0 ― 3 (15.8%) 

 

 
1+2 1 (4.8%) 1 (5.3%) 1.000 

 
3+4 20 (95.2%) 15 (78.9%) 

 
Regional lymph node 

metastasis 

Positive 16 (76.2%) 8 (42.1%) 0.0515 

Negative 5 (23.8%) 11 (57.9%) 
 

Distant metastasis Positive 0 0 N.A. 

 
Negative 21 (100%) 19 (100%) 

 
Pathological stage 0 ― 3 (15.8%) 

 

 
IA-IIA 4 (19.0%) 7 (36.8%) 0.1514 

 IIB-IV 17 (81.0%) 9 (47.3%)  

Recurrent disease Positive 16 (76.2%) 12 (63.2%) 0.4945 

 
Negative 5 (23.8%) 7 (36.8%) 

 
Local recurrence Positive 4 (19.0%) 2 (10.5%) 0.6642 

 
Negative 17 (81.0%) 17 (89.5%) 

 
SF, surgery first; CF, chemotherapy first; CAP, College of American Pathologists;  

N.A., not available. 
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【結果】 

1) 術前未治療膵癌における CAF マーカーの発現 

第一の検討として行ったTMAの解析では、全てのTMA症例において間質におけるpalladin、

α-SMA、podoplanin の発現を評価し、結果を Table 4 に示し、また、代表的な組織所見を

Figure 2 に示した。palladin で染色される間質細胞は腫瘍細胞の近傍に、腫瘍細胞・胞巣

を縁取るように分布しており、podoplanin も腫瘍細胞近傍を中心に染色されるが palladin

より広範囲に分布していた。α-SMA は腫瘍細胞との距離に関係なく、ほぼ間質全域に非特

異的な染色性を示した。腫瘍細胞自体の染色像は、いずれの抗体でも認められなかった。間

質における各マーカーの発現陽性率であるが、膵癌内部の間質では palladin は 70 例 

(41.9%)、α-SMA は全症例 (100%)、podoplanin は 131 例 (78.4%) で陽性となった。一方、

膵癌領域外の膵実質において palladin 陽性となったのは 8例 (4.8%) のみであったが、α

-SMA は腫瘍外部の膵実質においても 164 例 (98.2%) と大多数が陽性となり、podoplanin は

38 例(22.8%)に陽性であった。 

 

Table 4. 腫瘍内外の間質における各 CAF マーカーの発現頻度 

 
  n (%) 

Stromal expression Inside of the tumor Outside of the tumor 

palladin Positive 70 (41.9%) 8 (4.8%) 

 
Negative 97 (58.1%) 159 (95.2%) 

α-SMA Positive 167 (100.0%) 164 (98.2%) 

 
Negative 0 3 (1.8%) 

podoplanin Positive 131 (78.4%) 38 (22.8%) 

 
Negative 36 (21.6%) 129 (77.2%) 

α-SMA, α-smooth muscle actin. 
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Figure 2. palladin、α-SMA、podoplanin の代表的な免疫組織化学染色所見 

A-C、D-F、G-I がそれぞれ同一コアの像である。 

A: palladin で染色される間質細胞は主に腫瘍細胞の近傍に分布しているが、腫瘍細胞には有意な染

色性は認められない。 B: α-SMA は多くのコアで間質に瀰漫性に染色性を示す。 C: podoplanin

で染色される間質細胞の分布は palladin に類似しているが範囲はより広域である。 D: palladin

で染色される間質細胞が腫瘍胞巣の極近傍のみに認められるが、比率が 30%未満であり“陰性”と判

定した。E: α-SMA は瀰漫性に染色性が認められる。F: podoplanin による染色性は認められず陰性

と判定した。G-I: 腫瘍外の膵実質では、α-SMA、podoplanin は一部の症例で間質細胞に染色性が認

められるが、palladin 陽性細胞はほとんど認められない。 

 

2) CAF マーカーの発現と、その他臨床病理学的因子 

palladin と podoplanin の陽性が有意に関連した以外は、他のマーカーの発現状況に関連

は認められなかった。palladin、podoplanin それぞれの発現の有無と臨床病理学的因子の

関連を Table 5 に示すが、いずれの臨床病理学的因子とも関連がなかった (α-SMA は陽性

100%、陰性 0%のため割愛する。)  

Scale, 200μm 
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Table 5. 間質の palladin、podoplanin 発現とその他の臨床病理学的因子の関連 

  

Stromal palladin expression Stromal podoplanin expression 

positive (n=70) 

n (%), Mean (range) 
p-value 

positive (n=131) 

n (%), Mean (range) 
 p-value 

Gender Male (98) 53 (61.4%) 0.6331  77 (58.3%) 1.0000  

  Female (69) 27 (38.6%)   54 (41.22%)   

Age, year 
 

66 (43-83) 0.8647  66 (43-89) 0.9984  

Tumor location Head (98) 45 (64.3%) 0.2651  80 (61.1%) 0.2323  

  Body + tail (69) 25 (35.7%)   51 (38.9%)   

Tumor size, cm 
 

3.0 (1.2-8.0) 0.2630  3.0 (1.0-8.0) 0.2186  

Histopathological 

grade 

G1+2 (145) 

G3 (22) 

59 (84.3%) 

11 (15.7%) 

0.4887  

  

114 (87.0%) 

17 (13.0%) 

1.0000  

  

Surgical margin Positive (26) 9 (12.9%) 0.6631  19 (12.9%) 1.0000  

pT 1+2 (7) 4 (5.7%) 0.4543  7 (5.3%) 0.3481  

  3+4 (160) 66 (94.3%)   124 (94.7%)   

Regional lymph node 

metastasis 
Positive (117) 52 (74.3%) 0.3922  89 (77.8%) 0.3075  

Distant metastasis Positive (11) 5 (7.1%) 1.0000  8 (6.1%) 0.7046  

Pathological stage ⅠA-ⅡA (47) 16 (22.9%) 0.2248  40 (30.5%) 0.2157  

 
ⅡB-Ⅳ (120) 54 (77.1%)   91 (69.5%)   

Lymphatic invasion Positive (109) 48 (68.6%) 0.5112  86 (65.7%) 0.8456  

Vascular invasion Positive (138) 60 (85.7%) 0.4139  106 (80.9%) 0.3275  

Perineural invasion Positive (147) 64 (91.4%) 0.3355  114 (87.0%) 0.5710  

Recurrent disease Positive (125) 56 (80.0%) 0.4887  95 (73.1%) 0.2758  

Local recurrence Positive (29) 12 (17.1%) 1.0000  23 (17.8%) 1.0000  

Stromal podoplanin 

expression 
Positive (70) 

  

  
64 (48.9%) 0.0005 

Stromal α-SMA 

expression 
Positive (167) 70 (100.0%) N.A. 131 (100.0%) N.A. 

Stromal podoplanin 

expression 
Positive (131) 64 (91.4%) 0.0005 

  

  

α-SMA, α-smooth muscle actin; N.A., not available. 
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3) CAF マーカーの発現と生存期間の関連 

TMA 症例全体での 5年疾患特異的生存率 (DSS) は 23.1%であり、5年無再発生存率 (DFS)

は 16.8%であった。DSS、DFS と臨床病理学的因子、および各マーカーとの関係を Table 6 に

示した。palladin の発現は DSS (p=0.0430)、DFS (p=0.0315) の双方で有意な予後不良因子

であったが (Figure 3)、α-SMA、podoplanin の陽性は予後への寄与は認められなかった。

単変量で有意だった因子を用いた多変量解析を行ったところ、palladin 陽性は DSS (HR, 

1.60; p=0.0243)、DFS (HR, 1.59; p=0.0131) の双方で独立した予後因子として抽出された 

(Table 7, 8)。 その他の予後因子は Table 5 の記載の通りである。 

 

 

(A) 

p=0.0430 

palladin (－) 

palladin (+) 
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Figure 3. palladin 発現の有無による膵癌患者の生存解析 

(A) 疾患特異的生存率(DSS)、(B) 無再発生存率(DFS)。 (B)では 2例で再発に関する情報が得られ

ず解析から除外した。膵癌間質における palladin 発現陽性群と陰性群では、疾患特異的生存、無再

発生存の双方で有意に発現陽性群が予後不良であった。 

  

(B) 

p=0.0315 

palladin (－) 

palladin (+) 
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Table 6. 臨床病理学的因子と 5 年疾患特異的生存 (DSS)、5 年無再発生存 (DFS) の関連 

    N 5year DSS (%) p-value 5year DFS (%) p-value 

Gender Male 98 15.1 0.0210 8.8 0.0552 

  Female 69 35.2   25.4   

Age <67 84 23.0  0.2121 11.1 0.2665 

 
≧67 83 24.7   22.2 

 

Tumor location 
Head 98 20.7 0.0187 17.4 0.4171 

Body + tail 69 30.6   17   

Tumor size 
≦3.0cm 94 33.2 <0.0001 26.5 <0.0001 

>3.0cm 73 11.7   N.A.  

Histopathological 

grade 

G1-2 145 27.5 0.0051 18 0.0004 

G3 22 5.4   5.5   

Surgical margin 
Positive 24 23.9 0.0116 7.5 0.0125 

Negative 143 25.3   18.2 
 

pT 1+2 7 N.A. 0.9999 N.A. 0.3849 

  3+4 160 25.8   17.1   

Regional lymph 

node metastasis 

Positive 117 16.3 0.0149 8.2 0.0003 

Negative 50 38.6   34.2 
 

Distant 

metastasis 

Positive 11 N.A. 0.2408 N.A. 0.5171 

Negative 156 24.1   17.1   

Pathological 

stage 

IA-IIA 47 41.2 0.0029 36.4 <0.0001 

IIB-IV 120 15.9   8 
 

Lymphatic 

invasion 

Positive 109 15 0.0006 9 <0.0001 

Negative 58 42.7   30   

Vascular invasion 
Positive 138 22.3 0.0509 13.9 0.0161 

Negative 29 36.6   31.9 
 

Perineural 

invasion 

Positive 147 20.4 0.0048 12.2 0.0018 

Negative 20 50.9   43.9   

Adjuvant 

chemotherapy 

Yes 83 33.8 0.0084 18.1 0.1044 

No 83 18.3   14.4 
 

palladin 

expression 

Positive 70 13.5 0.0430 13.2 0.0315 

Negative 97 30.6   16.7   

podoplanin 

expression 

Positive 132 18 0.647 N.A. 0.1924 

Negative 35 26.2   19.6   

DSS, disease specific survival; DFS, disease free survival; N.A.. Not available. 
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Table 7. 5 年疾患特異的生存 (DSS) における独立予後因子 

  Hazard Ratio p-value 95% CI 

Male 1.32 0.1757 0.88-2.00 

Pancreas head tumor 1.65 0.0201 1.08-2.54 

Tumor size （＞3.0cm） 2.42 <0.0001 1.58-3.69 

Histopathological grade3 1.78 0.0547 0.99-3.07 

Surgical margin positive 1.64 0.0805 0.94-2.72 

Regional lymph node metastasis 4.17 0.0588 0.94-12.90 

pStageIIB – IV 5.79 0.0288 1.24-19.67 

Lymphatic invasion positive 1.46 0.0986 0.93-2.34 

Perineural invasion positive 1.58 0.2195 0.77-3.68 

No adjuvant chemotherapy 1.59 0.0242 1.06-2.39 

palladin expression positive 1.60 0.0243 1.06-2.41 

DSS, disease specific survival; CI, Confidence Interval. 

 

Table 8. 5 年無再発生存 (DFS) における独立予後因子 

  Hazard Ratio p-value 95% CI 

Tumor size （＞3.0cm） 2.30 <0.0001 1.57-3.34 

Histopathological grade3 2.11 0.0126 1.18-3.54 

Surgical margin positive 1.56 0.0858 0.93-2.50 

pStageIIB – IV 1.78 0.4095 0.40-5.68 

Lymphatic invasion positive 1.78 0.0067 1.17-2.78 

Perineural invasion positive 1.39 0.3399 0.72-2.97 

palladin expression positive 1.59 0.0131 1.10-2.28 

DFS, disease free survival; CI, Confidence Interval. 
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4) 術前治療後膵癌検体における CAF マーカーの発現 

第二の検討として、SF 群 21 例、CF 群 19 例の whole section 切片を使用し、第一の検討

と同様に免疫組織学的解析を行った。SF 群、CF 群の 2群間に患者背景の差は認められなか

った (Table 3)。CF 群の術前治療期間の中央値は 7ヶ月 (2 ヶ月～44 ヶ月) であった。術

前治療内容は、全身化学療法のみの症例が 14 例でレジメンの内訳は、gemcitabine (GEM)、

TS-1®(テガフール、ギメラシル、オテラシルカリウム合剤) 併用療法 7例でうち 1例が GEM

単独へレジメン変更となった。GEM 単独が 5例でうち 1例が TS-1®単剤へ変更された。TS-1®

単独が 1例であった。化学放射線療法は 3 例で施行されており、化学療法レジメンは GEM、

TS-1®併用が 2例、GEM および 5-fluorouracil の併用が 1例であった。2例で動脈内注入化

学療法が行われ、2例とも GEM の全身投与と 5-fluorouracil との併用であった。 

SF、CF 各群における各 CAF マーカーの陽性頻度を Table 9 に示す。palladin 陽性は SF 群

で 16 例 (76.2%)、CF 群では 5例 (26.3%) と、CF 群で有意に頻度が低く (p=0.0037)、α-SMA

陽性も SF 群で有意に多く認められた (p=0.0177)。一方、podoplanin 陽性は SF、CF 群間で

水準の差は認められなかった (p=0.3140)。Figure 4 に CF 群における代表的な palladin 免

疫染色像を示す。palladin で染色される間質細胞が認められるのは腫瘍細胞のごく近傍で

未治療症例よりもさらに限局化しており、染色強度も弱かった。また、明らかに変性を来た

している腫瘍細胞の周囲で認められる間質細胞は、さらに染色が微弱になっていた。 病理

学的な治療効果判定は Evans 分類、CAP 分類に基づいて行ったが、どちらも palladin の陽

性・陰性とは関連しなかった (Table 10, 11)。生存解析では、疾患特異生存において、SF

群で 5年生存率 28.7%、CF 群で 59.4%と有意差が認められた (p=0.0144)。CF 群のサブグル

ープ解析では、組織学的治療効果判定やα-SMA、podoplanin の発現は予後と関連しなかっ

たものの、palladin 陽性例では有意に術後の疾患特異生存期間が短縮していた (p=0.0190) 

(Figure 5)。 

 

Table 9. 化学療法未施行・化学療法後膵癌症例における間質の CAF マーカー発現 

  
SF group (n=21)  CF group (n=19) 

 

  
n (%) n (%) p-value 

palladin Positive 16 (76.2%) 5 (26.3%) 0.0037 

 
Negative 5 (23.8%) 14 (73.7%) 

 
α-SMA Positive 21 (100.0%) 14 (73.7%) 0.0177 

 
Negative 0 5 (26.3%) 

 
podoplanin Positive 16 (76.2%) 11 (57.9%) 0.3140 

 
Negative 5 (23.8%) 8 (42.1%) 

 
SF, surgery first; CF, chemotherapy first. 
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Figure 4. 化学療法後症例における palladin 染色像 

A、B は同一症例の異なる部位、C、Dはそれぞれ別症例である。palladin が陽性となる症例でも、

変性した腫瘍細胞の周囲では染色される領域・強度が他部位より低下している(B、D)。 

 

Table 10. palladin の発現と Evans 分類の関連 

  
Stromal palladin expression 

 
Treatment 

effect 
The Evans grading Positive (n=5) Negative (n=14) p-value 

Low I 2 (40%) 2 (14%) 0.1060 

IIa 3 (60%) 5 (36%) 
 

High IIb 0 4 (29%) 
 

III 0 0 
 

IV 0 3 (21%) 
 

 

 

 

 

 

Scale; 100μm 
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Table 11. palladin の発現と CAP 分類の関連 

  
Stromal palladin expression 

 
Treatment 

effect 
The CAP grading Positive (n=5) Negative (n=14) p-value 

Low 3 3 (60%) 2 (14%) 0.5304 

2 2 (40%) 8 (57%) 
 

High 1 0 1 (7%) 
 

0 0 3 (22%) 
 

CAP, Colleague of American Pathologists. 

 

 

 

Figure 5. 化学療法後膵癌における間質の palladin 発現の有無による疾患特異的生存解析 

化学療法後膵癌において、膵癌間質における palladin 発現陽性群と陰性群では、発現陽性群で有意

に疾患特異的生存が短縮していた。 

 

 

 

 

p=0.0190 

palladin (－) 

palladin (+) 
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5) 切断断端における palladin 陽性細胞と局所再発の関連 

SF 群で 4例 (19%)、CF 群で 1例 (5%) の 2 群で計 5例 (13%) において palladin で染色

される間質細胞が検体の断端に露出していた。そのうち 3例 (60.0%) で局所再発をきたし

ており、断端に palladin 陽性細胞の露出がない 35 例における局所再発 3例(8.6%) に比較

して有意に高率であった (p=0.0178) (Table 12)。 

 

Table 12. 局所再発症例における palladin 陽性細胞の断端露出の割合 

  
Exposure of palladin expressing 

stromal cells on the margin 
 

  
Positive (n=5) Negative (n=35) p-value 

Local 

recurrence 

Positive 3(60.0%) 3(8.6%) 
0.0178 

Negative 2(40.0%) 32(91.4%) 
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【考察】 

癌の組織は腫瘍細胞のみから成るわけではなく、線維芽細胞、炎症細胞、免疫細胞、血管

構成細胞や細胞外器質など多数の要素により構成されているが、これまで癌に対する研究者

の解析対象は癌細胞そのものに大きく偏っており、必然的に切除検体から得られる予後因子

も病期、腫瘍 (癌細胞) 浸潤や遺残の有無など、癌細胞に関連した項目のみに限られていき

た。しかし近年、腫瘍微小環境 (TME) の解析が進み、癌の発育・進展において宿主免疫細

胞、間質細胞などの周囲細胞が細胞間接触や傍分泌機構により、互いに保持・活性化し合っ

ており 42、それらの癌細胞以外の細胞の存在・活性化状態も担癌患者の予後に影響を及ぼし

ていることが明らかになってきた。 

腫瘍間質の構成細胞の中でも CAF は主な要素の一つであり、腫瘍細胞の生存維持、腫瘍細

胞浸潤・転移を促進し、血管新生、免疫反応の制御といった機能を持つとされている 27, 28。

さらに、CAF はその多寡が患者の予後不良因子となると考えられており 43、微小環境の解析

対象として、あるいは将来的な治療ターゲットとして特に注目を集めている 29, 30, 44。膵癌

は豊富な間質を有するため、CAF の含有も多いと考えられており、CAF 研究の対象として膵

癌臨床検体や膵癌細胞株がしばしば用いられている 32, 43, 45, 46。 

CAF が発現しているタンパクは多数あり、α-SMA、vimentin、fibroblast-specific protein 

1、fibroblast activation protein、podoplanin、palladin などが知られている 47-50。免疫

組織学的研究においてはそれぞれの状況で適したいずれかのマーカーの発現が、CAF の定義

として用いられている。しかし、それぞれのマーカーで識別される細胞集団が必ずしも同一

ではないことには注意が必要である。CAF の起源は複数想定されており、既存組織内の線維

芽細胞の活性化 51、骨髄由来細胞の遊走 52、腫瘍細胞の EMT による変化 53、血管関連細胞か

らの分化 54などがある。そのため CAF は本来的に不均一な集団であり、腫瘍非関連の細胞と

の鑑別も含め、明確な定義・識別が難しい 55。さらに、近年は線維芽細胞の中にも腫瘍進展

を抑制する方向に働く一群があることもわかってきており 56、各マーカーがそれぞれ CAF の

異なった性質を反映しているのかもしれない。 

現状において最も広く知られ、また汎用されている CAF マーカーはα-SMA であるが、α

-SMA は広く正常組織にも発現が認められる。免疫組織学研的に CAF の発現を観察する今回

の研究において、コントロールとしてのα-SMA の観察は有用と思われたが、症例や組織の

部位毎の差異を十分に観察できない可能性があった。そこで、今回は既知の CAF マーカーの

中でも膵癌間質出の特異性が知られ、比較的新規性のある palladin に着目した。 

palladin はアクチン関連蛋白の一種であり、当初は細胞骨格形成の足場として働く成分

として見い出され、胎生期の細胞運動、細胞形態の維持には必須と考えられている。単一の

palladin 遺伝子から分子量の異なる複数の変異体 (50kDa、90kDa、140kDa、200kDa など) が

形成され、それぞれ分布する組織毎に特異性をもって発現される 57, 58。膵癌において

palladin が過剰発現することは以前から知られていたが 59、Salaria ら 47は免疫組織学的解
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析と蛋白分析により、膵癌における palladin が腫瘍細胞よりも間質細胞を主として分布し

ていることを明らかにし、palladin を膵癌 CAF マーカーとして位置づけた。 

Salaria ら 47のデータは CAF における palladin の意義を検討する上で基礎となるもので

あるが、その報告では間質細胞でより強度の palladin 発現を認めたものの、一部症例では

膵癌上皮細胞にも発現が認められるとしており、その点に関しては腫瘍細胞に有意ととれる

染色性を見認めなかった今回の結果と異なっている。この腫瘍細胞における染色性の乖離は

主に研究に使用された抗体の差異に基づくと思われ、のちに Goicoechea ら 60は Saralia ら
47と同様の palladin ポリクローナル抗体に加え、palladin モノクローナル抗体 (1E6) によ

る免疫組織染色実験を行い、後者がより膵癌 CAF に対して特異的であること報告した。今回

の検討では Goicoechea ら 60と同じモノクローナル抗体を使用した。上皮細胞における

palladin 染色像は認められず、腫瘍内部の間質に対しては高い特異性を示した。一般に CAF

マーカーとされているα-SMA、podoplanin においても上皮細胞の陽性は認められなかった

が、palladin とは対照的に腫瘍外の間質へも反応しており、膵癌 CAF の組織マーカーとし

て palladin は特異性の面でより優れていると考えられた。 

しかし、膵癌上皮細胞の palladin 染色性を単に CAF マーカーにおける”偽陽性”と捉え

てよいのかは確定的ではない。CAF の起源の一つに上皮細胞からの EMT が知られており 53、

palladin に関しても膵癌上皮細胞が形態変化し間葉系細胞の性質を獲得する過程で

palladin が発現している可能性も考えられる。このように palladin と上皮間葉移行の関連

は未知であり、今後、さらなる研究によって新たな知見が得られることが期待される。 

腫瘍微小環境におけるpalladinの機能に関してin vitroの系で多くの報告がなされてい

るが、実臨床症例におけるその意義はこれまでほとんど検討されていなかった。現在まで、

Brentnall ら 61による palladin 遺伝子の導入による正常線維芽細胞活性化と随伴する腫瘍

細胞の浸潤能増大の実験や、Goicoechea ら 62のマウスのゼノグラフトモデルによる CAF の

palladin 発現レベルと膵癌の腫瘍増大・転移との関連を示した報告などがある。このよう

に、palladin は膵癌の悪性度との関連を示唆する複数の報告があるにも関わらず、これま

で、palladin は腎細胞癌において予後との関連が報告されているが 39、検索し得た限りでは、

膵癌においてはその CAF への特異性にもかかわらず生存との関連性に対する解析は行われ

ていない。 

今回、TMA を用いた比較的大規模な患者検体研究において、膵癌における CAF の palladin

発現状況と臨床病理学的因子の関連を初めて解析し、palladin の発現が膵癌の独立した予

後因子であることを証明した。患者予後における palladin の関与を証明したことは、過去

の palladin の腫瘍進展におけるメカニズムを示した実験報告 61, 62を裏付けるという点と、

腫瘍細胞に依存した膵癌予後因子と異なり間質細胞を観点とした因子であるという点で特

に重要なものであると考える。 

現在、膵癌の術前治療は目覚ましい進歩がみられ 12, 15, 63, 64、それに伴って術前治療後に
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摘出した組織における治療効果の評価の重要性も高まっている。評価判定法は最も頻用され

ている Evans 分類をはじめ複数存在するが、それらは主に摘出した検体中に残存する腫瘍細

胞が viable かどうかを判断し、その比率を算出することにより行われ、一部の分類では線

維化の程度も評価対象となる 18, 41, 65。しかし、組織学的治療効果判定を用いた多くの研究

で、効果の程度と予後の関連は必ずしも証明されてこなかった 22, 66。その原因として、以下

の二つが考えられる。1)“viable”かどうかの判定基準が十分に定義されておらず、客観性

を欠く点に問題がある。2) 膵癌で多く観察される線維化には、腫瘍進展に伴った線維化、

治療後変化として生じた線維化、腫瘍・治療とは非関連の膵炎既往などによる背景組織の線

維化などさまざまなものが混在しており、これらを見分ける指標が存在しなかった 65。特に

2)に関しては、線維化を免疫組織学的観点からより客観的に定義できないか、ということが

今回の研究を開始する動機の一つであったが、本研究では間質の定性的な分類まで踏み込ん

だ研究は行えなかった。 

今回、免疫組織学的解析で palladin の発現が化学療法後に有意に低下することを初めて

示すことができた。特に、変性した腫瘍細胞の周囲では palladin 陽性の間質細胞がほとん

ど認められないことが示され、治療効果の度合いによって palladin 発現の変化の程度も大

きくなる可能性も示唆された。このように、Evans 分類や CAP 分類といった組織学的治療効

果判定規準が予後との関連を示さない中、palladinの発現レベルは治療後に明確に変化し、

その発現レベルが治療後症例における予後との関連性を示した。他の癌種における研究では、

大腸癌・卵巣癌で化学療法後に CAF が増加したとする報告 67, 68など本研究と相反するもの

もあるが、CAF マーカーとして palladin を使用したものではない。化学療法後の膵癌を対

象とした免疫組織学的研究は限られており、得られている知見はわずかである。特に、膵癌

における化学療法後の CAF の変化や予後との関連は類似研究が無く、今後、異なる組織マー

カーによる研究が必要である。本研究で示された、palladin の予後への影響と、palladin

が他の癌細胞由来の予後因子と有意な関連を持たないという点からは、免疫組織学的に

palladin の発現が低下することが、腫瘍細胞そのものへの変性効果とは異なった経路によ

る抗腫瘍効果の一端を示している可能性が示唆される。 

膵癌切除検体評価におけるもう一つの問題は、組織学的に腫瘍遺残が認められない症例の

中にも局所再発が経験されることである。本研究の whole-section 検討では、6例 (SF 群 4

例、CF 群 2 例) が R0 評価にもかかわらずのちに局所再発を経験しているが、palladin 陽性

の間質細胞が切離断端に露出していた症例では 5例中 3例 (60.0%) と、 露出のない症例と

比較して (3/35、8.6%) 有意に局所再発率が高かった (p=0.0178)。 

CAF が膵癌の発育を促進するという前提で今回の組織観察の結果を解釈すると、切離断端

における CAF の残存が腫瘍再発の母地となりうるとの仮説を立てることができる。今回の

TMA を用いた研究では palladin 発現レベルと局所再発の間に関連は認めなかったが、使用

した TMA は腫瘍の辺縁部を意識的に sampling したわけではないため、検体切除断端におけ
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る CAF の状態を反映したものではない。腫瘍切除後に遺残した CAF がどのような意義を有す

るかは未だ不明だが、切離断端における CAF の状態に注目した研究が今後必要と考えられる。

この点が明らかになれば、化学療法などの治療後に出現した線維化巣、つまりかつて腫瘍が

存在したが消退したと考えられる部位を、手術時に切除範囲に含めるべきかという臨床上の

問題の解決に有用な情報をもたらすかもしれない。 

本研究における化学療法後症例に関する検討は、膵癌術前治療最初期からの症例を対象と

したため症例数が限られ、また、術前治療の内容も多岐に渡っているという問題がある。よ

り多数例に対して追試を行った場合でも今回と同様の結果が再現されるかどうか、また化学

療法薬の種類および投与法の違いや、放射線照射の付加の有無、治療期間の長短により CAF

の変化の程度が影響を受けるかどうかなど、今後、切除検体における CAF の状態を予後因子

として臨床利用していくためには多くの検討が必要である。現在は膵癌術前治療に関する前

向き臨床試験が複数行われており、それらの背景条件が均一な症例群を対象に検討を行うこ

とで、より明確な結果が得られると考えられる。また、今回は化学療法後の膵癌検体を、術

前未治療の症例群と比較したが、CAF の変化という観点で考えるならば、同一症例の治療前

後を比較検討すべきである。近年の膵癌手術症例ではEUS-FNA (Endoscopic Ultrasound-Fine 

Needle Aspiration) による組織診断がほぼ全例で行われており、比較検討は可能である。

間質の観察という点で、果たして少量の EUS-FNA の検体が適するかどうかという問題はある

ものの、より精密な比較が可能であると考えられる。 
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【総括および結論】 

本研究では、膵癌臨床切除検体の TMA を用いた術前未治療症例における CAF の免疫組織学

的検討と、whole section を用いた術前治療例、未治療例の免疫組織学的手法による CAF の

比較を行い、以下の知見が得られた。 

・膵癌切除検体における CAF マーカーの発現状況を TMA を用いた多数例で解析し、膵癌間質

において palladin、α-SMA、podoplanin それぞれが陽性となる細胞を認めた。 

・palladin 陽性の間質細胞は腫瘍近傍に限局する特徴的な分布を示した。 

・膵癌間質における palladin の発現は、独立した予後不良因子であった。 

・化学療法後の膵癌組織における CAF マーカーの発現状況を解析し、術前未治療症例と比較

して陽性頻度の低下を認めた。 

・化学療法施行後の症例においても palladin 陽性は単変量解析で予後不良因子であった。 

以上の結果から、膵癌間質の palladin 発現の有無は、膵癌術後患者の予後予測およびそ

の後の治療・観察計画において有益な情報となる可能性がある。また、CAF に対する研究、

特に化学療法によりもたらされる影響がより明確になれば、今後、より正確な膵癌術前治療

後の効果判定法を確立できる可能性がある。 
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